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学位論文要旨 
 
Runt-related transcription factor-2 (Runx2) is the master regulator of both osteogenesis and 
chondrogenesis. In this study, we investigated the possible expression of Runx2 by microglia, which 
are known to be derived from the macrophage lineage. Both Runx2 and Runx2 were constitutively 
expressed in cultured murine microglia and microglial BV-2 cells, together with co-localization of 
immunoreactive Runx2 with a microglial marker protein in murine cortical and hippocampal sections. 
Exposure to 1 mM ATP led to a significant but transient increase in Runx2 expression, while both 
phagocytosis and chemotaxis were promoted in association with upregulation of the expression of 
microglia-related genes in BV-2 cells overexpressing Runx2. These results suggest that Runx2 is 





























る Runx2 の発現について検討した。各種薬物長時間刺激によるミクログリア活性化時の Runx2 発現解
析；BV-2細胞に各種薬物を曝露し、Runx2の発現変化を RT-PCR法により検討した。ATP受容体アンタ
ゴニストおよびアゴニストを用いた Runx2の発現解析；BV-2細胞に P2受容体の非選択的アンタゴニス
ト PPADS、P2X 受容体の非選択的アンタゴニスト isoPPADS、および P2X7受容体選択的アンタゴニスト
oxATPを前処置し、ATP曝露した細胞の total RNAを回収後、RT-PCR法により Runx2の発現量について
検討した。また P2X7受容体選択的アゴニスト BzATP 曝露による Runx2 の発現についても同様に検討し
た。細胞内シグナル分子に対する各種阻害剤の Runx2 発現への影響 ；BV-2 細胞に各種阻害剤を前処置
し、長期間 ATP曝露時における Runx2 mRNAの発現量について検討した。BV-2細胞への Runx2 siRNA
導入による解析；siRunx2を導入した BV-2細胞に 1 mM ATPを曝露し、Time lapse解析により細胞形態
変化観察した。さらに PI/Hoechst染色およびMTT還元活性の測定により細胞死への影響について検討し
た。BV-2細胞への短時間薬物曝露による Runx2の発現解析；各種薬物を 30 min間だけ曝露し、培養メ
ディウムを交換後、さらに各時間培養し、Runx2 の発現を検討した。発現ベクター導入による Runx2過
剰発現 BV-2細胞での機能解析；Runx2発現ベクターを導入した BV-2細胞を用いて、real time PCR法に
より各種ミクログリア関連遺伝子の mRNA発現を検討するとともに、貪食・飽食能の指標となる蛍光ビ
ーズの取り込み能をフローサイトメトリーにより測定した。さらに Tranwell を用いた走化能についての
検討を行った。BV-2細胞への Runx2 shRNA導入による解析；shRunx2を導入した BV-2細胞を用いて、
real time PCR法により、骨において Runx2の制御下にあることが知られており、ミクログリア細胞での
機能的発現が報告されている Mmp13、Spp1、および Vegf の mRNA 発現を検討した。Runx2 コンディシ
ョナルノックアウトマウスの作製 ；Cre/loxP システムを利用し、ミクログリアやマクロファージに特異
的に Cre recombinaseを発現する Lyz2-creマウスと Exon4を含む遺伝子領域を loxPで挟んだ mutant allele






析；BV-2細胞に 1 mM ATPを曝露したところ、Runx2 mRNAおよびタンパク質の一過的な発現上昇が観
察された。ATP受容体アンタゴニストおよびアゴニストを用いた Runx2の発現解析；BV-2細胞におい
て、1 mM PPADS、1 mM isoPPADSおよび 100 μM oxATP を前処置したところ、1 mM ATP 曝露による
Runx2 mRNAの発現上昇が有意に抑制された。また、300μM BzATPを曝露により 1 mM ATP曝露と同程
度の Runx2 mRNAの発現上昇が観察された。細胞内シグナル分子に対する各種阻害剤の Runx2発現への
影響；BV-2細胞にカルシニューリンの阻害剤であるシクロスポリン A や FK506を前処置することで、
長期 ATP曝露による Runx2の発現上昇が有意に抑制された。BV-2細胞への Runx2 siRNA導入による解




られ、その発現上昇は oxATPにより有意に抑制された。しかしながら、シクロスポリン Aや FK506の前
処置では Runx2の発現上昇は抑制されなかった。発現べクター導入による Runx2過剰発現 BV-2細胞で
の機能解析；Runx2過剰発現 BV-2細胞では、Mmp13に加え、ケモカイン受容体である Cx3cr1、Ccr2や、
炎症性サイトカインである Tnfa mRNAの発現量が有意に増加した。さらに、Runx2過剰発現 BV-2細胞
では、蛍光ビーズを取り込む細胞の割合が有意に増加し、さらに Transwellにおいて、走化因子M-CSFに
より移動した細胞数の増加傾向が観察された。BV-2 細胞への Runx2 shRNA 導入による解析 ；shRunx2






[結論] 以上の結果より、ミクログリア細胞に発現する Runx2は細胞外高濃度ATPにより活性化した P2X7


























性化作用を持つ化合物の中で、高濃度 ATPのみが一過性に BV-2細胞における Runx2の
mRNA とタンパク質の発現上昇を誘発した。同様の恒常的な Runx2 発現と一過性 ATP
応答性が、マウス脳初代培養ミクログリア細胞にも確認された。BV-2細胞への ATP曝
露は、さらに Runx2下流遺伝子である Mmp13発現を上昇させたが、Runx2発現ベクタ
ーや shRunx2導入実験の結果、骨芽細胞の場合と同様に Mmp13が Runx2に高い応答性
を示すことが明らかとなった。Runx2過剰発現 BV-2細胞では、Mmp13以外にケモカイ
ン受容体の Cx3cr1 と Ccr2 および炎症性サイトカインの Tnfαの発現上昇とともに、細
胞の貪食能と走化能の亢進が観察された。以上の研究成績は、脳内ミクログリア細胞の
未知なる機能解明研究に手掛かりを与えるとともに、同細胞が関与する中枢神経系疾患
の予防と治療戦略展開への応用が期待される点で高く評価されるので、審査委員会は本
論文が博士（創薬科学）に値すると判断した。
